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本研究 に お い て著者は ま ず と 卜大動脈硬化症 の 進展 に伴 う 内膜肥厚性病変の 型 別 コ ラ ー ゲ ン り ，
肌 押， V 及びV王勤 分布の 変化を免疫組織学的に 観察 し た ． 続 い て ， 家兎大動脈よ り採取 ． 培養 し た継
代第2代 の 平滑筋細胞 を用 い て ， 血 小 板 由来成長因子 くplatelet．deriv ed growth fa ctorl， イ ン タ
ー ロ イ
キ ン 1 くinte rle ukin －11及 び ト ラ ン ス フ ォ ー ミ ン グ成 長因子Pくtr a n sfo r ming gr o wth fa cto r－betal の も
と で細胞 が増殖す る際の コ ラ ー ゲ ン 合成能 に つ い て検 討し た ． 初期病変の 脂肪斑 及 び び ま ん性線推性肥
厚く8症椰 で は ， 工 ， I工I， 工V， Vl 型コ ラ
ー ゲ ン が い ずれ もび ま ん性 に 分布 して い た ． こ の う ちIV型 コ
ラ ー ゲ ン は紡錘形 の 内膜平滑筋細胞 に 沿 っ て 陽性で あ っ た ． V 型 コ ラ
ー ゲ ン は内膜平滑筋細胞 に 認 めら
れ る こ と が あ っ た ． 進行性病変の う ち粥腰 形成 を伴わ な い 線推性硬化巣く2症椰 で は ， びま ん性線推性
肥厚 に お け る型別 コ ラ T ゲ ン 分布 と同様 で あ っ た が ， 複合型 病変と粥腫形成 を伴う線椎性 キ ャ ッ プ く4
症イ那 で は ， 工 ， 肛 W ， V工型 コ ラ ー ゲ ン の分布が 不 均等で ， V型 コ ラ
ー ゲ ン が不規則に 線推束問や平滑
筋細胞周囲 に 認め られ る特徴が あ っ た ． 培養 2 日目く対数増矧剛 及 び 4 日目くサ ブ コ ン フ ル エ ン ト期1
に P D G F O．5単位Iml， 5単位ImlJL－10．1単位ノml， 1単位Imli T G FPlOpM ， 100pM をそ れ ぞ れ
添加 して ， ウ シ 胎児血清tfetal bo vin e se r u mI の み の対照群と 比 較 す る と ， 細胞 増殖 は P DGF 及 び
Iし1 によ っ て促進 さ れ ， T G F月 に よ っ て抑制さ れ た ． 贅トプ ロ リ ン を投与 して コ ラ
ー ゲ ン 性蛋白合成能
な ら び に 合 成 さ れ た コ ラ ー ゲ ン 性 蛋白 の 型 分析 を sQdiu m dode cyl s ulfate －pOlya cryla mide gel
electr opho r e si くフ ル オ ロ グラ フ イ ー 1で行 な っ たと こ ろ ， 各群と も 培養細胞が合成す る コ ラ
ー ゲ ン の 約
90％は 王型 とm 型コ ラ ー ゲ ン で 占 め られ て い た ． 実験群の う ち P D G F群 で は ， 細胞あ た りの 綺 コ ラ ー ゲ
ン合成量は低下 し， V型 コ ラ ー ゲ ン が 相対的 に 増加傾向を 示 し た ． し か し ， 全 蛋白合成量 に 対 す る コ
ラ ー ゲ ン 合成量 の 比率は む し ろ軽度増加 した ． T G F月刺激の 対数増殖期の 細胞群で は著 し い 綺 コ ラ 丁
ゲ ン合成量増加 と工V 型コ ラ ー ゲ ン の 相対的増加 を示 した ． し か し ， コ ラ
ー ゲ ン合成量 増加の 比 率に は対
照群と差異は な く ， ま た ， サ ブ コ ン フ ル エ ン ト期の 細胞は T G F月の 影響を う ける こ とが 少 な か っ た －
I し1 はコ ラ ー ゲ ン 合成に 有意な影響 を与え な か っ た ． 以 上 の 結果か ら ， 動脈平滑筋細胞は そ の 増殖期と
密接に 関連 して 工型 仁 m 型 コ ラ ー ゲ ン の み な ら ず， 1V 型， V 塾コ ラ ー ゲ ン を産 生 し， 沈着 して 内膜の 線
推性肥厚を もた らす もの と 推測さ れ た ．
Key w ords s m o oth m us cle cells， C Ollage n， a rterio sclero sis， Cultu re， C ell
pr olifer ation
動脈硬化症 で は初期の 脂肪斑 か ら線維性硬化巣 へ の 病巣内に 沈着す る 細胞外 マ ト リ ッ ク ス は コ ラ ー ゲ ン ，
進行に 伴い ， 内膜肥厚斑内に 多量の 細胞外 マ トリ ッ ク エ ラ ス テ ン ， グ リ コ サ ミ ノ ブ リカ ン お よ び フ ィ ブ ロ ネ
スが沈着す る こ と は よく 知ら れ て い る112I． こ の 肥 厚性 ク チ ン や ラ ミ ニ ン 御
車 等の 糖 タ ンパ ク か ら構成さ れ て お
Abbre viatio n s こA B C， a Vidin－biotin pero xidas e co mple xニ C P， C Ollage n o u spr otein三 C P M，
C O u nt per min ute三 D M E M， Dulbe cc o
，
s m odified Eagle m edium ニ D T T， dithiothreitolニ
E CG F， e ndothelial cellgr o wth fa ctorニ E D T A， ethyユe n edia min e tetr a a c etatei E G F，
epider m al gr o wth fa ctorニ E V G， ela stic a v an Gies on三 F B S， fetal bo vin e s er u m妄 ．F G F，
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り ， こ れ ら の 大部分は中膜よ り遊走 し て き た平 滑筋細
胞 が産 生 し ， 一 部は 内皮細胞が産生 す る と考 え ら れ て
い る
5l
． 硬化病巣 に お け る こ れ ら の 細 胞外 マ ト リ ッ ク
ス の う ち ， 量的 に も質的 に も最 も主 要な構成成 分 は ，
コ ラ ー ゲ ン で あ る こ と は い う ま で も な い ． 現在 ま で に
コ ラ ー ゲ ン に は 少な く と も I 型 か ら X I I塾ま で の 異
な る12種 の 分子種が 存在 す る こ と が 知 ら れ て お り
61
，
動脈に は 工 型， III型， I V 塾， V 型， VI 塾， YIII型が 存在
す る
51
． 動脈硬化巣で は 総 コ ラ ー ゲ ン 量 が 増加 す る だ
けで は なく ， 含ま れ る 型 別 コ ラ ー ゲ ン の 比 率も 変化す
る こ とが 指摘 され て い る 抑 ． それ ら に よ る と ， 動脈 硬
化巣で は中膜 に 比 し 工 塾 コ ラ ー ゲ ン が 増 加 す る ， ま
た
，
工V 型81， V塑8ト 101， V王塾8Iコ ラ ー ゲ ン が 増加 す る とも
報告さ れ て い る ． 従 っ て 内膜硬化巣 の型別 コ ラ ー ゲ ン
の 分布 は ， 病変の 進展に 伴 っ て 特徴的 な変化 を示 す も
の と思 わ れ る ．
一 方 ， 動脈 硬化症 の 病 理発生 を 理 解す る う え で現在
最 も重要視 さ れ て い る の が 細胞成 長因 子 で あ る ．
Ro ssの r傷害反応説Jll－12，に よ る と 動脈硬化症の 発症
，
進 展は ， 内皮細胞傷害 に 引き続 い て 起 こ る中膜平滑筋
細胞 の 内膜 へ の 遊 走 と内膜内増殖に よる もの で あり，
こ の 平滑筋細胞 の遁走 と増殖 と い う 現 象 に 深 く かか
わ っ て い る が ， 局所 で 分泌さ れ る成長国子 で あ る ． 成
長因子 は血小板由来 の もの と し て ， 血 小板由来成長因
子 くplatelet－de riv ed gr o wth fa cto rJ， 上 皮成長因子
くepide r m al gr o wth fa cto rl， ト ラ ン ス フ ォ L ミ ン グ成
長因子P くtran Sfo r ming gr o wth fa cto r－betal， 血管内
皮成長因子 くe ndothelialc ellgro wth facto rl， マ ク ロ
フ ァ ー ジ 由来の も の と し て マ ク ロ フ ァ ー ジ由来成長因
子 くm a c r ophage－de riv ed gr o wth fa cto rl， 線推芽細胞
成長因子tfibr obla st gr o wth fa cto rl， イ ン タ ー ロ イキ
ン ー1くinte rle ukin －1J， 腫 瘍 壊死因 子 くtu m o r n ec rosis
Tablel． Ex a min ed a utopsy c a s es with v a rio u sintim al le sio n s of abdo min al a orta















9 凱2 7 YノM
lO211 55 YノM
l O212 57 YノF
Mild intim althicke ning
M ildintim althicke ning
M ild intim althicke ning
Diffu s eintim althicke ning
Diffu s eintim althicke ning
Fibr o u splaqu e
Diffu s eintim althicke ning
9362 18 YIF Fatty str e ak
10215 56 YIF Ather o m ato u splaqu e
8208 60 YJ
IM Athe ro m ato u splaqu e
Fatty str e ak
9788 84 YノM Athe r om ato u splaqu e
lO216 76 YノM Athe r o m ato u splaqu e
Co mplic ated le sio n swith
c alcific atio n a nd ulc e r
Fibro u splaqu e
He a rt a n o m aly
Orn en n
，
s dis e a s e
M align a ntlym pho m a
R habdo myo s a r c o m a
M align a ntlympho m a
Gliobla sto m a
Ewing
，
s tu m o r
A M L
Ruptu r e of a n e u rys m
Blad de r c a rcino m a
Pulm o n a ryfibr o sis
A bbr e viatio n si M o， m O nthsニ
myeloge n o u sleukemia
fibroblast growth facto rニ H E，
m a c r ophage－deriv ed gr o wth fa cto rニ
Y， ye ar Sニ F， fe m alei M， m aleニ A M L， a C ute
he m ato xylin－ e O Sinニ IL－1， interle ukin－1i M D G F，
N C P， n O n－ C Ollage n o usproteinニ P AS，， pe riodic acid
Schiffニ P B S， phosphate buffer ed s alin eニ P D G F， platelet－deriv ed gr o wth fa ctori SDS，
動脈平滑筋細胞の 増殖と コ ラ ー ゲ ン 産 性
factorJ， P DG F， T G FP ， 血 管内皮細胞由来の も の で
は P D G F， F G F， m
－1， 平滑筋細胞由来 の も の と し て
PD G F が知 られ てい る
13ト 181
． こ れ ら の成長因子 は細胞
の増殖 を制御す るだ けで はな く ， 細胞外 マ トリ ッ ク ス
の代謝 に も大 き く貢献す る こ と が知 ら れ て い る ■ た と
えば P D G F は動脈平滑筋細胞の コ ラ
ー ゲ ン 合成活性
を上昇さ せ
瑚
， I し1 ほ滑膜細胞 の コ ラ ゲナ ー ゼ魔性 を
高め
抑
， T GFダ は プ ロ テ ア
ー ゼイ ン ヒ ビ タ ー 産 性冗
進21，を通 じ ， 細 胞外 マ トリ ッ ク ス を 制御 し て い る ．
従っ て ， 動脈硬化症 に お ける 内膜肥厚性病変は ， 動脈
平滑筋細胞 が さ ま ざ ま な成長因子 の影響の も と で増殖
し， コ ラ
ー ゲ ン を産性 ， 沈着す る こ と によ っ て形成 さ
れたも のと 言え よう ． 今 回， 著者は動脈平滑筋細胞 の
増殖と コ ラ ー ゲ ン産性 の相互 関係 を明ら か に す る目的
で， ま ず， ヒ ト大動脈硬化症の進展に伴う内膜肥厚性
病変の 型別 コ ラ ー ゲ ン り ， 札 工V， V ， V工型1 分布の
変化を観察 した ． 続 い て ， 培養平滑筋細胞 を用 い て ，
P D G F，I し1， 及び TGFガ と い う 代表的な成長因子 が ，
どの よう に 平滑筋細胞 コ ラ ー ゲ ン合成酒性に 影響 を与
えてい るの か に つ い て 検討 した の で こ こ に 報告す る ．
材料 お よ び方法
王 ． ヒ ト動脈内膿 肥 厚性病変に お け る 型 別コ ラ ー ゲ
ン り二 I町言付． V 及 びV工型ン の 分 布
1 ． 対象
金沢大学第 一 病理 学教室の病 理解剖症例 の う ち表 1
に示すよ う な11症例の腹部大動脈 を研究対象と した ．
得られ た腹部大動脈か ら動脈硬化症 の 初期病変 と し て
内膜びま ん性線推性肥厚病変く小児 ， 成 人1 及び脂肪
軋 進行性病変 と して 線推性硬化臭く粥腰 を伴う も の ，
伴わな い も の1 及び複合型病変く石 灰 沈着， 潰瘍 ， 粥腰
を伴う1 をそ れ ぞれ 含 む組織片 を採取 ， 使 用 した ．
2 ． 光顕 的及 び免疫組織化学的検索
組織片を10％中性緩衝 ホル マ リ ン に て 固定後 仁 型通
りパ ラ フ ィ ン に 包埋 し薄切切片を作製 した ． 通常 の光
顕的観察に は へ マ ト キ シ リ ン ． エ オ ジ ン くhe m ato xy－
1in－e OS叫 ， ア ル シ ア ン 青 くpH 2．引 ， 過 ヨ 一 案酸 シ ッ フ
くpe riodic a cid SciffJ， 鍍銀 ， アザ ン ， エ ラ ス チ カ ． ワ
ンギ ー ソ ン くela stic a v a nGieso nl染 色 を行な っ た ．
コ ラ ー ゲ ン の 免疫組織化学的検索は パ ラ フ ィ ン切 片
を0．05％プ ロ テ ア ー ゼ ty pe X X IVtSigm a， U ．S．A ．ン で
30 分処 理 後 ， a Vidin －biotin pe r o xida se c o mplex
203
くA B CI 法221に て 行 な っ た ． 抗体 は教室 で 作製 し た型特
異的抗 ヒ ト コ ラ ー ゲ ン抗体 鋤 り 型， 工11室凱 押 型 ， V
型 ， V工型1を用 い た ． 抗 王塾 ， 1II型， 工V 型コ ラ ー ゲ ン 抗
体 は1 0倍 に
， 抗V 型コ ラ ー ゲ ン抗体 は 5倍 に
．
抗V工型
コ ラ ー ゲ ン 抗体 は100倍 に ， そ れ ぞ れ 希釈 し て 使 用 し
た ． 切 片は メ チ ル 緑ま た は へ マ ト キ シ リ ン で 核染色 し
た ． な お ， 対照 と して ， 抗 コ ラ ー ゲ ン 抗体 の か わ り
に
，
正 常 ラ ッ ト 工gG ま た は正 常 ウサ ギ 王gG を反応さ
せ た ．
工I ． 培養動脈 平 滑筋細胞の コ ラ ー ゲ ン 合成能 に 対す
る 成長因子 の 影響
1 ． 実験動物
日本白色種 ウ サ ギ く2．5kg， 紬 を用 い た ． ウ サ ギ は
全期間 を通 じて 普通固形飼料 と水 を自由に 摂取 さ せ
た ．
2 ． 細胞培養
動脈平滑筋細胞 は Ro ssの 方法おI に 従 っ て得 た ． ウ
サ ギ の胸部大動脈 の 内膜 お よび 外膜 と中腰外層 を注意
深く除去 した後 ， 大動脈内膜内層を採取 し ， 1m m 立
方以 下の大 き さ に 細切 し ， こ れ ら を エ ク ス プ ラ ン ト
くe xpla ntlと した ． こ の エ ク ス プ ラ ン トを 25c m2培 養
フ ラ ス コ くCo r ning， U．S．A ．いこ散布 し ， 37
0
C， 5 ％
C O2， 95％空気の条件下 で 培養 した ． 培地と し て 1 0％
ウ シ胎 児血清tfetal bovin e se r u mHGibco， U ．S．A ．J，
カ ナ マ イ シ ン く100声 gノmり， フ ァ ン ギ ゾ ン く5月 gノmり
を加 え た ダ ル ベ ッ コ 変法 イ ー グ ル 培地 mulbe e c o，s
m odified Eagle m ediu mI を用 い 4 日毎 に培地 を新鮮
な も の に 交換 した ． エ ク ス プラ ン ト より細胞が遊出増
殖 し， 細胞密度が コ ン フ ル エ ン トくC O nflu e叫 に 達 し
た 時 に ， 2 ％ エ チ レ ン ジ ア ミ ン 四 酢 酸 くethylen e
diamin etetra a c etateI－0．25％ トリ プ シ ン を用 い て
細胞 を継代 し さ ら に 培養 した ． 実験 に は ， 2代継代細
胞 を用 い た ．
3 ． 細胞増殖能の 解析
細胞 を10％ F B S添加培地 のulbee c o，s modified
Eagle m ediumJ2ml 加 え た 35m m 径 プ ラ ス チ ッ ク
シ ャ ー レ に 1x lO
5個接種 し た ． 成長因子 暴露24時間後
に
， それ ぞ れ細胞数の 計測と 3H－ チ ミ ジ ン くAm e rsh－
a m， U ．S．A ．I の 取 り込 み を測定し
，
成長因子 の 細 胞増
殖 に 及 ぼ す 影響 を検討 し た ． 細 胞 数 は 各 々 2 枚 の
シ ャ ー レ の 細胞 を E D T A－ トリ プ シ ン 処理 後 ， 血 球計
算板 を用 い て 測定し た ． な お ， 細胞数 は各シ ャ ー レ に
S Odiu m dodecyl sulfate三 S D S－ P A G E， S Odiu m dode cyl sul fate．polya cryla mide gel
electr ophor esi ニ T C A， trichloro a c etate三 T G FP ， tr a nSfor ming gr o wth fa cto r．betaニ T N F，
tu m orn e cr osis factor
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っ い て 4 回 ずつ 数え平均 した ．
3廿 チ ミ ジ ン の 取 り 込
み は10FLCilml の
3H － チ ミ ジ ン で37
0
C l時 間 ， 細胞 を
標識す る短時間標識 を用 い た ． 標識後 ， 直 ち に
3汁 チ
ミ ジ ン を含 む培養液 を除 き ， 冷 リ ン 酸 緩衝生食液
くpho sphate－buffe red s alin el で 細胞 を洗浄 し ， 1 ％ド
デ シ ル 硫酸ナ トリ ウ ム くs odiu m dodecyls ulfatelで 室
温 ， 15分細胞 を処理 した ． 細胞 を S D S溶液と共 に 回
収 し ， 10％ ト リ ク ロ ロ 酢 酸 くtrichlo r o a c etatel で
D N Aを含 む蛋 白画分 を メ ン ブ ラ ン ． フ ィ ル タ
ー G－25
くWhatm a n， U ．S．A ．1に 吸 着さ せ た 後 ， フ ィ ル タ
ー に 液
体 シ ン チ レ 一 夕 ー A C S－IItAm e r shaml を重 層 ， ペ ッ
ク マ ン L S－9000 カ ウン タ
ー くBeckm a n， W e st
Germ anyl で 放射晴性 を測定 し た f 測定 は各 々 2枚の
シ ャ ー レ の 細胞に つ い て行 なも1平均値 と標準偏差 を算
出し た ．
培 養2 日目 と 4 日目に 10％ F B S添加培地 1ml に そ
れ ぞ れ 成長因子 を加 えた 新鮮培地 と交換 し ， さ ら に2 4
時間培養 した ． 成長因子 は以下 の 3種類 を用 い ， い ず
れ も 2穫の 異な る濃度 に つ い て 検 討 し た ． す な わ ち
P D G FくCo11abor ativ eRe s e r a r ch， U．S．A －1に つ い て は
5 単位Iml と0． 5単 位ノml， ヒ ト IL
－1 くGe n zym e，
U ．S．A ．1 に つ い ては 1単位Imlと0－1単位ノml， T GFP
くR 8t D Syste m． U ．S．A ．1 に つ い て は ， 100pM と
10pM の 濃度で 培地 に 添加 した ，
4 ． コ ラ ー ゲ ン 合成能 の 解析
成長因子くP D GF，IL－1， T G FP l投与 と同時に ， 50JL
CiIml の し亡2 ． 3 －
3Hj プ ロ リ ン くA m e rsha ml，
0．1m M の ア ス コ ル ビ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 及 び0．5m M の
ベ ー タ ー ア ミ ノ プ ロ ピオ ニ トリ ル フ マ ル 酸 を培養液に
加 え た ． 24時間標識後， 培地 と 共 に 細胞 を回収 し超音
波処理 し ， 一 部 は定量 分析 ， 残 り を型別分析用 の 試料
と した ．
い コ ラ ー ゲ ン の 定量分析
試料 を 5分間煮沸 し ， 種 々 の 酵 素 を不活性化 した 一
分析 は Pete rkofsky ら叫の コ ラ ゲ ナ
ー ゼ消化法 を用 い
た ． 試料 は ， 0．05 M酢酸に 対 して 十分 な透析 を行 な っ
た後 ， 凍 結乾燥 した ． 凍結乾燥 し た試料 を0■04 N水酸
化 ナ ト リ ウム 水溶液 に 再溶解 させ ， 次 い で トリ ス
一 塩
酸 緩衝液 bH 7． 4ナ で 中和 し た 後 ， コ ラ ゲ ナ
ー ゼ
くClo stridiu m histolytic u m c ollagena se， Fo r mIID
くA dv a n c eBiofactu r e， U．S ．A ．1で37
0
C， 2時間消化 を
行な っ た ． 消化後試料 に10％ TCA と0．5％ タ ン ニ ン
酸 を加 え ， 1000xg で 5分間の遠心 に よ り 沈殿 した 高
分子童画分 俳 コ ラ ー ゲ ン 性 蛋白Hn o n－C O11agen o us
pr oteinl を上清中の低分子童画分くコ ラ
ー ゲ ン 性蛋副
くc o11age n o u sproteinl と分離 し た ． 各 々 の 分画 を液体
井
シ ン チ レ 一 夕 ー A C S－IIくAm e rsha ml に溶 解し ， ペ ッ
ク マ ン L S－9000カ ウ ン タ ー くBe ckm a nl で 放射活性を
測定 し た ．
次い で ， 細胞 1 個 あた りの N C Pと C P の放射括性




C P＋5．4X N C P
XlOく％1
に て 算出し た ． 測定 は各々 2枚ずつ の シ ャ ー レ に 対し
て行 な い 平均値 と標準偏差 を算出 し た ．
2コ コ ラ ー ゲ ン の 定性分析
試料 に 中性 プ ロ テ ア ー ゼ イ ン ヒ ビ タ
ー く0 ■25 M
E D T A 2 Na， 10m M フ ェ ニ ル メ タ ン ス ル フ ォ
ニ ル フ ル
オ ライ ド ， 0 ．1 M N エ チ ル マ イ レ イ ミ ドI を加 えた
後 ， コ ラ ー ゲ ン の 型 別分析 を行 な っ た ．
分析 は Rata ら 珊 が 行 な っ た 方法 を用 い た ． 分析用
試料 に 硫酸 ア ン モ ニ ウ ム く176m gノmlI を加 えて硫安沈
殿画分 を得 た ． こ の画分 を0．5 M酢酸 に 再 び溶解さ せ
最終濃度100p gノmlの ペ プ シ ン くBehringer M anheim
Gmb h， W e st Ge r m a nylで 4
0
C 6時間消化 した ． 試料
全容量の 1ハ0量 の 2 M ト リス 塩 酸緩衝液 を加 えた の
ち ， 5 N水酸化ナ ト リ ウ ム 溶液 で ペ プ シ ン を不活性化
し ， 凍結乾燥 し て電気泳動用試料 と した ．
電気泳動は Weber， Osbo rn
281の S D Sp ポ リ アク リル
ア ミ ドゲ ル 電気泳動法くS Odiu m dode cyl sulfate－pOl．
ya c ryla mide gelele ctr opho re silを 用 い た － アク リル
ア ミ ド の 膿度 は濃縮用 ゲ ル は 3 ％くpH 6．引， 分離用ゲ
ル は 5 ％くpE 8．別 に 調節 し た ．
泳 動終 了 後 ， ス ラ ブ ． ゲ ル を1．1 M サ リ チル 酸ナト
リ ウム に 1 時間浸 し た 後乾燥 し ， フ ル オ ロ グラ フイ
ー
29，30，を 行 な っ た ． X線 フ イ ル ム X AR－5くEastm an
K。dak， U ．S．A ．1 をp80
C
C， 5 日 ない し10日 ， 乾燥ゲル
に 霹光 した後 ， 現 像 した ． 感光 した フ イ ル ム 上 の 各コ
ラ ー ゲ ン に 相当す る バ ン ドの 濃淡 を デ ン シ トメ
ー タ ー
P D S15 け ク ラ ， 東副 を用 い て ， 500n m の 波長の吸
光度 を測定 し ， 記録紙 に 記録 した ． 工型 コ ラ
ー ゲ ンは
ば 1川 及び 此 よ り の バ ン ド を ， I工1型 コ ラ
ー ゲ ン は還元
前 の y位置 の 此 く1工うを， 工V 型コ ラ
ー ゲ ン は還 元前のバ
ン ド を ， ま た ， V 型 コ ラ ー ゲ ン に つ い て は ぽ 1くVlの
バ
ン ド を代表 し て V 型 コ ラ
ー ゲ ン バ ン ド と し て 計測し
た ． 各 バ ン ドに 相 当す る 吸光波形 を記録紙か ら切り抜
き ， 各 型別 の 重量 を測定 す る こ と に よ り ， 各型別
コ
ラ ー ゲ ン の 割合 を算出した ．
m ． 統計学的検定法
得 ら れ た成績 は す べ て平均値 士 標準偏差で 示 した－
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Fig．1a． M ild intim althicke ning ofthe a o rta in Ca s e3． AIcia nblu e stain ． x150．
Figs． 1b－e． Diffu seintim al thicke ning of the a o rta in Ca s e5， dem onstr ated with a z a n stain くbI，
im mu n o stain ed fo rty pe I c ollage nくcJ， ty peIVc ollagen くdl a ndty pe VIc ollage nくeI－ X 150．
Fig． 2． Fatty stre ak ofthe a o rta in Ca s e7， Pr eS ented with P A Sstainくal， a nd r e a cted with a nti－ty pe
IVc ollagen a ntibodyくbl． Ac c um ulation of fo a m c ellsくFナisfo u nd in the fibro sing intim a． x75．
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Fig． 3． Fibr o u splaqu e ofthe a orta in Ca s ell， Stain ed w
ith E V Gくal and im m u n o stain ed fo rty pe lII
c ollage nくbl． T he intim a is r epla c ed by fibr o ela stic tiss u e． Note irr egula r a
lign m e nt of ela stic
fibe rsin the de eplaye r which r e a cts stro ngly with a nti
－ty pe IIIc ollage n a ntibody． X75．
Fig． 4． Fibr o u s c ap くF CJ o v e rlying athe r om a くA， of the a o rta in Ca sell with E V Gstain くal a
nd
im m u n o stain fo rty pe IVc ollage nくbl． X30－
Fig． 5． Fibro us c o mpo n e nt ofthe c o mplicated intim a1 1e sio nin Ca s e
10， de m o str ated with HE stain
くal，im m u n o stain fo rty peIIIc ollagen くbl a nd type
．
V c ollagen くcl． T indic ate slu min althr ombu s． a
a nd b， X30． c， X150．
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多群間の 平均値 の差 の 確定 に は ， 1元 配置 分散分析後
Scheffeの多重比較 を用 い た － pく0 ．05を有 意と した ．
成 績
工 ． ヒ ト動脈 内膿肥厚性病変 に お け る 型 別コ ラ ー ゲ
ン り ， HL IV， V及 びV工型I の 分 布
1 ． 軽度の 内膜肥厚性病変
小児の 大動脈内膜 に み られ る きわ めて 軽度の 肥厚部
位に は， 疎 に 配列す る 小数 の 紡錘形 ある い は類円形の
細胞と ア ル シ ア ン 青陽性物質が み られ た く図1れ 細胞
間に は エ ラ ス チ カ ． ワ ン ギ ー ソ ン 染色 で 同定 で き る 弾
性線推及び アザ ン 染色 で 陽性 を示 す コ ラ ー ゲ ン 線椎が
少量混在 し てい た ，
抗コ ラ ー ゲ ン 抗体 を用 い た型別 コ ラ ー ゲ ン の 局在及
びその 分布 に つ い て は ， 工 型 コ ラ ー ゲ ン は網状の 分布
を示 した がm 型コ ラ ー ゲ ン は 工型 コ ラ ー ゲ ン に 比 べ て
繊細に 染色さ れ た ． I V 型コ ラ ー ゲ ン は 主 に 内皮細胞 の
基底膜領域 に 染色さ れ た ． V工型コ ラ ー ゲ ン は 工 型及 び
m型コ ラ ー ゲ ン と ほ ぼ 同様 の 分布 を示 した が ， 工 型及
び工II型 コ ラ ー ゲ ン に 比 べ て て弱 い 染色性 を示 した ． V
型コ ラ ー ゲ ン は こ の 時 期の 内膜 に は 陽性 で は な か っ
た ．
2 ． び ま ん性線推性肥厚
成人 の び ま ん性に 肥厚 した 内膜 に は紡錘形の 細胞が
検定し ， そ の 数 も多 く ， ま た細胞間 に は ア ル シ ア ン 青
陽性物質は少な く ， む し ろ弾性線経と コ ラ ー ゲ ン 線推
が 豊富で あ っ た く図1bl． P A S陽性物質は比 較的多く ．
特 に 内膜 に 増殖 した 細胞の 周 囲に 認 めら れ た ．
型 別 コ ラ ー ゲ ン の 局在 をみ る と ， 肥厚し た内膜 の 問
質 に は 工 型及 び工王工型 コ ラ ー ゲ ン が びま ん性 に 分布 し ，
小児 の 病 変部 に 比 べ て よ り強 い 染色性 を 示 し た く図
1cI． 工V 型コ ラ ー ゲ ン は細 胞周囲に 局在 し て い た く図
1dl． V型 コ ラ ー ゲ ン は 内膜内 の 紡錘形細胞内 に み ら
れ る こ と が あ っ た ． Y工型 コ ラ ー ゲ ン は内膜 の 問質 に び
ま ん性の 分布 を 示 し てい たが ， 部位 に よ っ て染色性に
強弱が み ら れ た く図1れ
3 ． 騰肪斑
内膜 に は胸体内に 空胞 を有す る 大小の 泡沫細胞が集
積 す る脂肪斑 の 病巣が み られ た ． 周辺部内膜 に は泡沫
細胞 に 混在 して 胞体内空胞の 乏 しい 紡錘 形あ る い は類
円形の 細胞が認 め ら れた ． 脂肪斑 内部 ある い は細胞が
密に 集束 して い る と こ ろで は少量 の 線維成分が み られ
る に す ぎなか っ た が細胞が疎 な部分に は線維成分 が多
く沈着 し て い た ． ア ル シ ア ン 青陽性物質は少 な か っ
た ， P AS 陽性物質は細胞周囲ま た は泡沫細胞 の 集束
巣の 周 辺 部 に 認 めら れた く図2aト
工型 コ ラ ー ゲ ン と m型 コ ラ ー ゲ ン は脂肪斑 をと り ま
く 線維性問質 に 軽度， び まん性 に 認め られ た が泡沫細
胞が密在 し て い る と こ ろ で は 繊細 な網状分布 を 示 し
た ． IV 塾コ ラ ー ゲ ン は細胞周囲に 局在 して い た が 泡沫
Table2． Su m m a ry of tis su elo c aliz atio n of c ollage nty pe s I， H， N， V a nd VI in
V a rio u sintim al le sio n s of a o rta
1m m u n o re a ctivity with type－SPe Cific
anti－C Ollagen a ntibody
l m N V VI
M ild intim althicke ning 士
Diffu s eintim althicke ning ＋＋
Fatty str e ak
Fibr o u splaqu e
tfr e e of atherom al
Athe r o m ato u splaqu e
Fibr o u s c ap
Athe r o m a
Co mplic ated lesio n
Fibr o u s c o mpo n e nt







ノ ＋ － へ ノ ＋ －－＋ノ ー ＋
＋十＋ ＋＋＋ ＋十＋








－ へ ． ＋
SymboIs ニ ー 1 n egativ e， 士 ニ V a riably a nd faintly positive， ＋こ COn Stantly but w e akly
positiv e， ＋＋ニ C O n Sta ntly po sitiv e， ＋＋＋ニ CO n Sta ntly a nd str o ngly positiv e
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細胞に は周囲 にIV型 コ ラ
ー ゲ ン が 陰性の もの も 多数み
られ た く図2bナ． V工型コ ラ ー ゲ ン も I 型 ， m 型 コ ラ
ー ゲ
ン と同様 に 問質 に 軽度び ま ん性 に 分布 して い た ， V型
コ ラ ー ゲ ン は陰性 で あ っ た ．
4 ■粥腫形成 を伴わ な い 線維性硬化巣
内膜の 丘 状の 隆起性病変は主 に 線維性結合組織 か ら
構成 され て い た ． 増殖 して い る細胞 は主 に 紡錘形細胞
で あ るが 類円形 あ る い は 不整形 の細胞 も混在 し て い
た ． ま た ， 胞体 内に 空胞 を有 す る細胞 も散在性 に 認め
られ た ． 弾性繊維及び コ ラ ー ゲ ン繊維 は 内膜 に 多量 に
沈着 して お り 内膜深層で は弾性繊維 の断裂 ， 消失が み
ら れ た く図3al． P A S染色 で は 大部分 の細胞 周囲 に
P A S陽性 で あ っ た ．
型別 コ ラ ー ゲ ン の局在 を み る と 工 型及 び1工I型コ ラ
ー
ゲ ン は 肥厚 した 内膜に び ま ん性 に 認 めら れ た く図3bン■



















































PDGF IL－ 1 T G F一 月
Fig． 6． Effect of gr o wth fa cto rsくP DGF， IL－1，
a nd T G Fの o n c ellgr o wth of cultu red s m o oth
m u s cle c ells atloga rithmic prolife r ativ epha se
fo r24hく2ndto 3rd dayl． Ba r sho w s sta nda rd
de viatio n of duplic ate dete r min atio n s． 宙pく
0．05， 東 食pく0．01 by o n e－ W ay A N O V Afollow ed
by Scheffe
，
s m ultiple c o mpa ris o n s－
井
変 で は V 型コ ラ ー ゲ ン は内膜深層の 線維束 に 沿 っ て線
状 に 染め 出さ れ た ． VI型 コ ラ
ー ゲ ン は 内膜 に ほ ぼびま
ん性 に 分布 して い た ．
5 ． 粥腰形成 を伴う線推性硬化巣
粥腫の た め丘 状の 隆起と して 内脛 に向か っ て膨隆し
て い る病変 で ， 丘 状隆起の表層 は線維性結合組織く線
推性 キ ヤ ツ 刀 に よ っ て覆 わ れ て い た ． こ の線推性
キ ャ ッ プ は偏平化 した紡錘形細胞 ， 泡沫細胞及びリ ン
パ 球 横紙胞 と太い 線推 を主と す る 問質 で ， 弾性線維は
乏 し か っ た く図4aI． 内膜深層に 存在 す る 粥腫巣 は無構
造物質 と白 く抜 けた 稜状 ， 針状の コ レ ス テ リ ン結晶を
示 し た ． 暗紫色 に 染 ま る顆粒状物質く石灰沈5酌 も散見
され
，
ま た ， 粥腫 の辺 緑郡 に は泡沫細胞が集在してい
る傾向があ っ た ． P A S陽性物質は紡錘形細胞 の 周囲
に よく 認め られ た ．




































































P O G F IL － 1 T G F一 声
Fig． 7． Effect of gr o wth fa cto rsくP D GF， Iし1，
and T G FPlo n c ellgr o wth of c ultu r ed s m o oth
m us cle c e11s at s ubc o nflu ent phas efo r24hく4th
to 5th dayl． Ba r sho w s standa rd de viation of
duplic ate dete r min atio n s． 宙 pく 0－05， 東食p
く0．01 by o n e－ W ay A N O V A follow ed by
Scheffe
，
s m ultiple c o mpa ris o n s．
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がびま ん性に 分布 し て い たが そ の 染色性 は時 に は不均
等， 不規則な 分布 を示 す こと が あ っ た ． 工V型 コ ラ ー ゲ
ンは紡錘形細胞 に 沿 っ て比 較的明瞭 に 染色さ れ た く図
瑚 ． V型 コ ラ ー ゲ ン は細胞周 囲や 細胞間 に 不 規則 に
凝集 してい た ■
粥腰 に お ける 各型 別 コ ラ ー ゲ ン の 分布 は I型 ， 1II
軋 V塑 ， V工型コ ラ
ー ゲ ン が 僅か に 粥腰 辺緑部 に 分布
して い る に す ぎな か っ た ． 粥腫の 中心 部 で は 反応陰性
であ っ た ．
6 ． 複合型病変
粥腫内出血， 潰瘍形成 ， 石灰沈着 ， 血 栓形成等 を
伴っ た本病変で は線維性結合組織内の 細胞 の 減少， 線
維成分の増加が め だ っ た ． 問質の硝 子化 も伴 っ て い た
個5わ． 王型 ． 工II型 ， V塾 ， V王型 コ ラ ー ゲ ン は 先に の
べ た粥腰 を伴う緑綬性硬化巣の 線維性 キ ャ ッ プ と ほ ぼ
同様の分布 を示 し た が 硝 子 化 し た部分 で は I 型 ， 工王I
軋 V 型コ ラ ー ゲ ンが 特 に 強 く染色さ れ た く図5b，Cト
また ， IV型 コ ラ ー ゲ ン は線推束間の 細胞周囲に 認め ら
れた ． コ レ ス テ ロ ー ル や カ ル シ ウム の 沈着部位 に は コ
ラ ー ゲ ン染色陰性で あ っ た ．
表2 は， 以 上 の 各種動脈硬化性内膜病変 に お ける 型
別コ ラ ー ゲ ン の 局在 及 び そ の分布 を ま と めた も の で あ
る ．
工工
． 培養動脈 平 滑 筋細胞 の 増殖と コ ラ ー ゲ ン 合成能
に 対す る成長因子 の 影響
1 － 細胞増殖動態く図 6 ， 71
11 P D G F
最も顕 著 な細胞増殖を示 した の は P D G F投与群 で
あ っ た ． P D G F投与実験の う ち ， 特に P DGF が 細胞
対数増殖期に 投与さ れ た場合 に は 著 し い 増 殖 を 示 し
た － す な わ ち
， 細胞数は投与後24時F軋 培養3 日目 に
は
， 対 照群が 1 シ ャ ー レ 当た りく1．03士0．01 xlO5個で
あ っ たの に 比 べ て0．5単位投与群 で は 1 シャ ー レ 当た
りく1．68士0．201xlO5個 ， 5単位投与群 で 1 シ ャ ー レ 当
た りく2．66 士0．12IXlO5個に 達 し ， 濃度依存性 の 増殖 を
示 した くpく0．05ト また ， 3H． チ ミ ジン の 取り込 み 実験
で は表 3 に 示 す通 り である ． 培養3 日目の 1 シ ャ ー レ
当た り 3廿 チ ミ ジ ン の取 り込 み で は ， P D G F投与群
く0．5単位投与群24246士9337cpm ， 5単位投与群18425
士2380cpml と対照群く10707士4717cpmJ の 間 に 有意
羞を認 め なか っ た ． サブ コ ン フ ル エ ン トの 培養 4 日日
に P D G Fで 細胞を刺激す る と 2日 目と同様 ， 細 胞 は
良好 な反 応 を示 し， 細胞数は対照群 が 1 シ ャ ー レ 当た
り く2－16士0．101xlO5個で あ っ たの に 比 べ て0．5単位投
与群 で は 1 シ ャ ー レ当た りく2．56 士0． 瑚 X lO5個 ， 5単
位投与群 で はく3．08士 0． 晒 XlO5個 に 達 して お り ， 濃度
依存性 の増殖 を認め た くpく0．0引． 1 シ ャ ー レ 当た り
の
3
甘 チ ミ ジ ン の 取 り込 み は ， P DGF 投与群く0．5単位
Table3． Effe ct of v a rio u sgr o wth fa cto r s o nthymi din euptake perdish ofc ultu r ed
S m O Oth m us cle c ells atlogarithmic pr olifer ative a nd subc onfluent phas e s
Gr o wth fa cto r
logarithmic prolifer ativ ephase Subc o nflu e ntphas e
3rd dayくC PMlヰ 5th dayくC PMlホ






















































蠣 T he m e a n士 sta nda rd de viatio n of duplic ate determinatio n s．
A bbr eviations 二P D G F， platelete－de riv ed gr o wth fa cto ri工し1， interle ukin－1ニ T G FP ，




で 対照群く30 02士1428cpml に 比 べ て 有意差 は な か っ
た ．
2う工L－1
工し1 投与で は対照群に 比 べ て ， 0■1単位 ， 1 単位投
与群 ， の 対数増殖期及び ， 1単位投与群 の サ ブ コ ン フ
ル エ ン ト期 に お い て は ， 有意 の 細胞増殖 を認 め た も の
の くpく0．0軋 明瞭な濃度依存性 は見出せ な か っ た 一
培 嚢 3 日目の 細胞数 は ， 対 照群 1 シ ャ ー レ 当 た り
く1．72 士0． 岬 Xl O5個 で あ るの に 対 して ， ル 1 投与群で
は0．1単位 ， 1単位投与群で それ ぞ れ 1 シャ
ー レ 当た
り く1．96 士0． 脚 XlO
5 胤 く1．99 士0． 岬 XlO
5個 で あ っ
た ． ま た 1 シ ャ ー レ 当た り の 刊 － チ ミ ジ ン の取 り 込 み
は対照群く23824士510cp叫 に 対 して 1 し1投与群 で は
0．1単位 ， 1 単位投与群 で それ ぞれ く26235 士2254cp町
27599士1583cpml と有意差は な か っ た ． サ ブ コ ン フ ル
ェ ン ト期 に お ける 培養 5 日目の 細胞数 は ， 1 シ ャ
ー レ
当た り対照群く3．33 士0． 川 XlO
S個 に 対 して m －1 投与
群で は0．1単位投与群 ， 1単位投与群 で それ ぞれ く3．40
士0． 岬 X lO5 胤 く3．59士 0．021XlO
5個 で あ り ， 対照群
に 対 し て 1 単位投与群 の み が 有意 に 増殖 し て い た
くpく0． 岬 ． 1 シ ャ ー レ 当た り の
3
軋 チ ミ ジ ン の取 り 込
み は ， 対照群く8863 士781cpmIに 対 して l し1投与群で
そ れ ぞれ く8870 士702cpm ， 6837 士1343cprn1 で あ り ，
有意差 は な か っ た ．
3う TGF月
T G FP刺激 で は ， P D GF， IL－1 と は異 な り ， 培養2
日目の 対数増殖期 に 投与 した 場合 に は有意 な細胞増殖
抑制効果が認め ら れ た ． す なわ ち ， 細胞数 は ， 培養 3
日目 に は ， 対照群が 1 シ ャ ー レ 当た り く1■68士0．02IX
lO
5個 であ っ たの に 比 べ て 10pM 投与群で は 1 シ ャ
ー
レ 当た り く1．50 士0． 叫 XlO
5個 ， 100pM 投与群 で は 1
シ ャ ー レ 当た り ， く1 ．49士0． 岬 XlO
5個 と な り ， 有意な
減少 を示 した が ， 濃度依存性は なか っ た くpく0 ．0引．
ま た こ の 時期の 1 シ ャ ー レ 当た り 3H－チ ミ ジ ン の 取 り
込 み は ， 対照群が く33641 士2089cpml で あ っ た の に 対
して 10pM 投与群がく27527士2943cpml， 100pM 投与
群 が く1 5 9 04 士50 65cp叫 で あ り 対照群 に 対 し て
100pM 投与群 の み が 有意に 減少 して い た くp く0．0引．
一 方 ， サ ブ コ ン フ ル エ ン ト期に T G F声 を 投与 し た場
合 に は培養5 日目 の 細胞数は ， 対照群が 1 シ ャ
ー レ 当
た り ， く2．32士0．121XlO
5個 ， 1 0pM 投与群で 1 シ ャ ー
レ 当た り く2．38 士0． 晒 XlO
5個 で ， 100pM 投与群で 1
シ ャ ー レ 当た り く2．26 士0． 31xlO
5個 で ， 有 意差 は な
か っ た ． ま た 1 シ ャ ー レ 当た り の
3H － チ ミ ジ ン の 取 り
込 み に お い て も ， 対照群く4519 士185cpml， 10pM で
く5142士651cpml，1 00pM 投与群で く5485士390cpml で
明 ら か な抑制効果 は な か っ た ．
2 ． コ ラ ー ゲ ン合 成能
い 総 コ ラ ー ゲ ン 合成量の変化
各実験群に お け る培養細胞 1個当た り の 総コ ラ ー ゲ
ン 合成酒性 く量L 非コ ラ ー ゲ ン 性蛋白合成活性 く卦
及 び 全蛋白合成活性 に 対 す る コ ラ ー ゲ ン 性蛋白合成比
は表 4及 び表 5に 示 す通 り で あ る ．
iI PD G F
P D GF 投与群 で は 対照群 亡3 日目く73 5． 1士 0．71x
10
M 4
cpm ， 5 日目く176．6 士0．51XlO
－ 4
cpmコ に比 べ て ，
培養 3 日目で は ， 0．5単位投与で48％ 亡く381－ 士21．61
x lO一七pmコ 5単位投与 で68％ 亡く23 1． 7士 78．01xlO
－4cpmコ 合成量が減少 し た く表 4I． 培養 5 日目で は，
0．5単位投与で18％ 亡く145． 士2．41xlO．4cpmコ 5単位
投与で27％ 亡く128．4士2 5．1 xlO
． 4
cpmコ の 減少 を示 し
た く表 51． こ の よ う に P D G Fに よ る 細胞数と総 コ
ラ ー ゲン 合成活性 は前者 が増加 す る と後者 が減少し
た ． しか し ， 総蛋 白合成活性 に 対す る コ ラ
ー ゲ ン性蛋
白合成活性の 比 率は 表 4， 5に 示 す よ う に 対数増殖期
に お い て も ， サ ブ コ ン フ ル エ ン ト期に お い て も ， 対照
に 比 べ て1 ．4％か ら12％高か っ た ．
iり I し1
P D G F と は異な りあ ま り 強 い 増殖 を 示 さ な か っ た
工し1 投与群 で は ， 総 コ ラ ー ゲ ン 合成促進作用 と抑制作
用 の 両方 が 示 さ れ た く表 4 ， 51． 培養 3 日目で は細胞
1個当た り の 総 コ ラ ー ゲ ン合成 は抑制 さ れ た ■ す なわ
ち0．1単位投与で対照 亡く1 53．7 士0． いXlO
．
七pmコ の
13％ 亡く133．8士11．61XlO一七pmコ ， 1単位投与で19％
亡く125．0士 6．41XlO．4cpmコ 合成量が減少 し た ． 培養5
日目 で は細胞 1個当 た りの 総 コ ラ ー ゲ ン 合成は促進さ
れ た く表 5ン． すな わ ち対照 亡く86．7士0． いX H仁王pmコ
に 比 べ て ， 0．1単位投与 で10 0％ 亡く17 3－3士 24t31XlO
－七pmコ ， 1 単位 投与 で6 3％ 亡く141． 1士 5 ■ 61x 甘
4
cpmコ 合成量は増加 した ． こ の よう に I し1に よ る細
胞増殖 と総 コ ラ ー ゲ ン 合成量 は
一 定 の 傾 向 を示 さ な
か っ た ． ま た濃度 に も比 例 し なか っ た ． コ ラ
ー ゲ ン合
成比 率 に つ い て も対照と 工し1 投与群 と の 間に は差異
は な か っ た ．
iiil T G FP
T G印 投与 で 増殖が抑制 さ れ た 培養 3 日目測定の
群 で は細胞 1個当た り の総 コ ラ
ー ゲ ン 合成量は ， 対照
群 亡く110， 士0．21xlO－4cpm い こ比 べ て 1 0pM 投与で
22％ 亡く134．5士5．7JXlO－4cpmj ， 100pM 投与 で31％
亡く144．6 士32．01x 灯
4
cpmコ の 増加 を認 め た く表 4ト
ー 方細胞数 に お い て 対照群 と T G F月投与群 の差がな
動脈平滑筋細胞の 増殖 と コ ラ ー ゲ ン 産性
かっ た培養5 日目 で は細胞 1個当た り の 総 コ ラ ー ゲ ン
合成量は ， 対照群亡く247．4士0．4Ix Hト
4
cpmコ に 比 べ て
10pM 投与 で や や 減 少 し た も の の 有 意 差 は な く




cpmコ を示 して 一 定の 傾 向は 見
出せ なか っ た ． この よう に T G Fタ投与群 で は ， 細 胞
増殖が抑制 され た場合の み に 総 コ ラ
ー ゲ ン 合成量が増
加した ． しか し ， 総 コ ラ
ー ゲ ン量 の 減少 に も拘 らず ，
コラ ー ゲ ン合成比 で み る と ， い ずれ の 時期 に お い ても
対照群と変わ らな か っ た ．
2J 型別 コ ラ ー ゲ ン の 変化
培糞動脈平滑筋細胞 の 合成 す る コ ラ ー ゲ ン はす べ て
の群に お い て工 型 コ ラ ー ゲ ンが 優位で ， 測定 し得た コ
211
ラ ー ゲ ン 中の 47％か ら88％ を占め た く表4 ， 51． 次 い
で m 型コ ラ ー ゲ ン が 多く ， 10％か ら39％を占 め ， 工型
と王II型の 2種の コ ラ ー ゲ ン で 総コ ラ ー ゲ ンの ほぼ90％
に 達し た ． 残 り は1V型 コ ラ ー ゲ ン と V型コ ラ ー ゲ ン で
あ っ たが ， 使用 した細胞 に よ っ て は ， 工V型 コ ラ ー ゲ ン
は ごく微量の た め に 測定可能と は限ら な か っ た ．
il P DG F
P D G F投与群 は ， 培養 3 日日 で は V 型コ ラ ー ゲ ン の
割合が 対照 群 で3．n％で あ っ た の に 対 し て ， 5 単位投
与群 で6．3％と 増加 した 懐 4Iが ， 0 ．5単位投与群 で
3．1％と対照と の 差は見出せ な か っ た ． 培 養 5 日目 で
は V 型コ ラ ー ゲ ン の 割合が対照群で2．3％ で あ っ た の
に 対 し て ， 0．5単位投与群 で 3．6％
，
5単 位投与群 で
Table4． Effc ct of v a rio u sgr ow th fact o rs on collagc n synthc s IS Of cult u rcd s rn ooth m u scI cells a tloga rithmic pr oljrer ativ c pha sc
CllagごnO uS
Gr ow th fa ctor pr ot ein 轟
C P MxlO．ソCell
Nc ．n－C O11a ge n ous Rこ11 ご Of coIla gen








735．1 士 0．7 1
．
844．3 土 10． 1
3 鋸．1 士21．6 848．6 土 79．6











354，2 士 9． 9
295．0 士 3， 0
272．9 士 1乙0
Rclativ e pr opo rtio nsof c o1a g c n ty pcs1 1Jl． N a nd V




3．0 0．207 ＋ 0． 376
3 ．1 0．200 ＋ 0 ．0378
6 ，3 D． 184 ＋ 8．0791
7 ．2土0． 1
7 ．5 士0．4
7 ．3 士0． 1
73．4 22．7 2．2 1． 7
78． 4 16．5 1．7 3 ．3
70． 7 18．4 2．2 8． 7
0．309 0．0300 0．0232
0．210 0， 211 0． 0432





110． 0 士 0．2 390． 5 士 3．7
134．5 土 5．7 482． 5士38．8




75． 9 21．8 1．4
61，5 30． 7．4
47． 1 39．0 13． 2
0． 9 0．287 0． 189 0．0113
1． 0 0．488 0．120 0． 167
0．7 0．826 8．279 0． 158
＋ The m e an 士 sta nda rd deviatio n of duplica t edete rrni atio ns，Abbreviatio ns ニPD G F
． plaとelet－de riv ed g ro w th fa ct o r こ工L－1I lnte rleukl n－1二 T G FP r 行 a n sfo rrni g gr o w th fa ct or－bcta こ U， u nitノrnlこ pM ． pi亡O m O 巨CP M
，
C O u ntpe rmin ute．
SymboIsこ ＋， faintlydete cta blebut n ot m e a sur able．
Table5． ELfcct of v ariou s gr ow th facto rs o n colla ge n s ynthesis of e ultur ed sm oth r n u s cI eells at s ubc o nfluc nt pha s e
Colla ge n く1 11 S
Gr o IVtb fa 亡t Or pr Ot ein
事
C P MxlO．ソCe11












176．士 0．5 309．8士11 6
145． 士 2．4 237．2 士 4．5
128．4 士25．1 207．7士33．6
86．7土 0．1 334，9士154 ．6
173． 士24．3 45l．3士147． 7





247．4土 0．4 443．4 士28，7
227．2 士31．8 395．4 士92，7
209．4 士19．6 403．8 士66，9






















I The m e an 士 St a ndard devia tio n of du plic at edete r min a tio n s．Abbreviation s こP D G F． plat el t－deriv ed gr o wth Lacto ri 王L－1． intc rle ukin－1iC 円吼 c ou nt p er min ute ．
Symbolニ ＋ ． faintlydetect able bu t no t m ea su r ble．
Relative pr opo rtio ns ofe o11agcn ty pe s I ． m ． N a nd V















































































T GFP ． tr a n sfo rming gro w th
1．8 0． 157 一十 0．0214
2．1 0．123 十 0．0237
2．2 0．206 十 0． 275
1．9 0，202 0．O155 0．0232
1，7 0．130 0． 工63 0．D195
2 ．2 0．206 0． 240 0，0275
fa ctor，beta ニU， ur両ノrnl． pM ， Picorn olこ
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4．0 ％ と増加 し たく表 41， 11I 型コ ラ ー ゲ ン は ， 培養 3 日
目で は対照群16．6％に 対 し ， 0 ．5単位投与群 で 16．2％，
5単位投与群 で14 ．5％と 減少 した － しか し培養 5 日目
で は対照群15．7％ ． 0．5単位投与群 で10．0％ ， 5単 位
投与群で17．7％と P D G F投与量 と111 型コ ラ
ー ゲ ン 量
との 問 に 一 定の 傾向は見出せ な か っ た ． 1 V型 コ ラ
ー ゲ
ン は微量 で測定 は で き な か っ た －
ii う工し 1
I し1 投与群 は ， 培養 3 日目で は V 型コ ラ
ー ゲ ン の 割
合が 対照 群で1 ．7％で あ っ た の に 対 して ， 0． 1単位投与
Fig． 8． S D S－P A G Eくnu r ogr aml of
3H －prOlin e
labeled collage n o u spr otein synthe siz ed by
c ultu r ed s m o oth m u s cle c e11s stim ulated with
I L－1 atloga rithmic pr olifer ativ epha sefo
r24h
t2nd to 3rd dayl． Lan e sl
－3， n O n－ redu ctio ni
la n e s4－6， r edu ctio n by D T Tila n e sl a nd 4，
c o ntr oIsニIa n e s2 a nd 5， 0．1u nitlml of IL
－1ニ
1a n e s3 a nd 6， 1unitlml of IL－1．
S D S．P A G Eくnu r ogr a ml of
3H －pr Olin eFig．9．
1abeled c ollage n o u spr otein synthesized by
cultu red s m o oth m u scle c ells stim ulated with
TGFP atlogarithmic pr olife r ativ e pha s efo
r
24hく2nd to 3rd dayナ． La n e sl－3， n O n
－ r edu c－
tio ni la n es4．6， r edu ctio ni lanes l a nd
4
，
c o ntr oIsi la n es 2 a nd 5， 10 pM of T G FP三
Ia n es3 and 6， 100pM of T GFP ．
井
群 で3．3％ ， 1単位投与群 で ， 8 ．7％ と 増加 し たく表4 ，
図 8ナ． 培 養5 日 目で は V型 コ ラ
ー ゲ ン の 割合が 対照
群 で 1．8％で あ る の に 対 し て ， 0．1単位投与群で2．1乳
1 単位投与群 で ， 2 ．2％ と 増加傾向 を示 した く表51
が ， あ ま り明瞭な 差 と して は と ら え ら れ な か っ た ． 1Il
型 コ ラ ー ゲ ン に 増減は なか っ た ．
iiil T G Fj，
T G Fガ投与群 は ， 培養 3 日目 で は m 型コ ラ ー ゲ ン
の 割合 が ， 対 照 群 で 21 ．8％ で あ っ た の に 対 し て ，
10pM 投与群で3 0．0 ％ と増加 した く表 4 ， 図 91． 1V 型
コ ラ ー ゲ ン の 割合も 対照群で は1．4％ で あ る の に 対し
て
，
10pM 投与群 で7．4％ ， 100pM 投与群で 13．2％と
増加 し た く表 4 ， 図 91． 同時 に 工型 コ ラ
ー ゲ ン の 相対
的減少が み ら れ た ． こ の工Il 型 とIV型 の コ ラ ー ゲ ンの相
対的増加は 100pM 投与で ， 総 コ ラ ー ゲ ン の52■2％ 朝
型39％ ， lV 型13．2％う を占 め ， I 型 コ ラ ー ゲ ン は全体
の 47．1に 低下 し た く表 4 ， 図 91． 培 養 5 日 目で は，
T G F斤投与群 の工V 型コ ラ ー ゲ ン 合成促進作 用 は対照
群 で1．3％に 対 して ， 10pM 投与群 で 1 ．4％， 100pM 投
与群 で1．9％ と なお 経持さ れ て い た が ， 培 養 3日 目程
強 い 作用 は認 め ら れ な く な っ て い た く表 51－ m 型コ
ラ ー ゲ ン に 対 し て は 合成促進作 用 は 対照群16．3％ ，
10pM 投与群 で11．2％ ， 100pM 投与群で 16．4％と消失
した く表51． V 型コ ラ ー ゲ ン に は
一 定の 傾向はなか っ
た く表 51．
考 察
ま ず と 卜大動脈内膜病変 に お け る 型 別 コ ラ
ー ゲ ン分
布の 特徴に つ い て 考察す る ．
今回 ， 抗型 別 コ ラ ー ゲ ン 抗体 を用 い て 各種の 内膜肥
厚性病変の 型 別 コ ラ ー ゲ ン の 局在 を観察 して みる と，
硬 化性病巣 の 骨格 を形成 す る の は 主 に ト型 と111 型の線
維形成性 コ ラ ー ゲ ン で あ り ， 病 変の 進行 と と も にtV
型
，
V 型， VI型 コ ラ
ー ゲ ン が 増加す る こ とが 示唆され
た ．
線推性硬化巣内で ト型 ， 工1 型コ ラ
ー ゲ ンが び まん性






も す で に 報告 し て い る と こ ろ であ
る ． S hekho nin ら
3 り は線維性硬化巣 に I 型， I廿型コ
ラ ー ゲ ン の 染色性が強 い こ と か ら ， 血 小 板粘着能の高
い こ れ ら の コ ラ ー ゲ ン が 動脈 硬化巣 の 形 軋 進展に主
要な 役割を 果 た して い る も の と 推定 して い る 一 内膜に
ぉ け る線維性肥厚病巣 に お い ては ， 動 脈内膜での 工型
及 びm 型コ ラ
ー ゲ ン の 比 率 に 比 べ て ， I型 コ ラ
ー ゲン
の 占め る割合 が高 く な り ， と く に 病変 の 進行ととも
に
，
I 型 コ ラ ー ゲ ン が優 位 を示 す と い わ れ て い る
2畑
．
動 脈 平滑筋細胞 の 増殖 と コ ラ ー ゲ ン産 性
しか し ， 今 回の 免疫組織学的観察結果 で は ， 病変の 進
展に伴 っ て ト型 コ ラ
ー ゲ ン と1廿型コ ラ ー ゲ ン の 陽性度
が変わ る こ と は なか っ た ， 初期病変 と思 わ れ る月旨肪斑
では王 軋 II王型 コ ラ ー ゲ ン と も ほ ぼ同様 に て 分布 ， 局
在し て お り ， 両者と も病変の 進行性病変 で は強く 染め
出され る よう に な っ た ． 免疫組織学的所見 で コ ラ ー ゲ
ンの 量比 を決め る こ と は で き な い が ． 少 なく と も I型
及び川塑 コ ラ
ー ゲ ン は 同時に 合成 ， 沈 着 して ゆく も の
と思わ れ た ．
基底膜 コ ラ ー ゲ ン で あ るIV型 コ ラ ー ゲ ン
句
は病 変 の
進行に 従い ， 染色性が増強し た ． ま ず ， 初期病変の 脂
肪動 こお い て ， 紡錘 形細胞周囲 に か な り陽性で ある こ
とは注目さ れ る 点で あ る ． お そ らく ， 内膜 に 中腰か ら
遁走して き た 平滑筋細胞 が内膜 で 増殖 し ， コ ラ ー ゲ ン
など蛋白 を分泌 す る と共 に 平滑筋細胞が本来備 えて い
る細胞基底膜 をも つ よ う に な るか ら で あ ろう ． 複合型
病変の 線維性組織内で は紡錘形細胞周 囲 に と く にIV型
コ ラ ー ゲ ン が 強く 染色 さ れ た ．
Ro ssら
321
は電顕 的 に線維性組織内の 平 滑筋細胞周
囲に多層性の 基底膜が形成さ れ て い る こ と を示 して い
る ． 従 っ て ． IV 型コ ラ ー ゲ ン に 関す る 今回 の 所見は
，
平滑筋細胞の こ の よ う な形態変化と 基 底膜の 形成と の
関係を支持 して い る よ う に 思 わ れ る ． ま た ， こ の こ と
は生化学的 に進行性病変 に お い てIV 型コ ラ ー ゲ ン 量が
増加す る81こ と を 説明 して い る と思 わ れ る ． 平 滑筋細
胞の こ の よ う な 多層性 の 基 底膜は細胞 を血行学的な力
から細胞 を保護 す る 一 種 の 防御反 応で あ り ， こ の よ う
な平滑筋細胞 は老化 し ， 増殖能力 を低下 して い る こ と
が指摘され て い る32I． 平 滑筋細胞 は増殖能 の 低下 と と
もに表現型 を合成型 か ら収縮型 へ 転換 す る 卸 と い わ れ
てい る の で ， IV 型コ ラ ー ゲ ン の 陽性度は 平 滑 筋細胞 の
表現型 の 変換 ， 転換 の 程度 を ある 程度推定 で き る 指標
となる か も知 れ な い ． V型 コ ラ ー ゲ ン は 内膜平滑筋細
胞内や
，
進行性病変の 線維束間 ， 平 滑筋細胞周囲に 弱
陽性を示 す に す ぎな か っ た ． こ の こ と は
，
生化学的 に
V型コ ラ ー ゲ ン が 増加 す る と す る報告8ト10Iと は矛 盾す
るよう に み える ． しか し ， Vo ssら
31 が 指摘 す る よ う
に
，
V型 コ ラ ー ゲ ン は細胞外で は抗原決定基 が他 の コ
ラ ー ゲ ン に よ っ て 遮蔽 さ れ て し まう 可 能性が あ る ． 事
乳 平 滑筋細胞内に しば しば陽性 を示 す に も拘 ら ず ，
細胞外で はび ま ん性内膜肥 厚 に お い て ． ほ と ん ど陰性
であ っ た ． V型 コ ラ ー ゲ ン は ト型 コ ラ ー ゲ ン と結合 し
てI型－V 型雑種 コ ラ ー ゲ ン を形 成 す る 鋤 瑚 こ と が 知
られてい る の で
，
V型 コ ラ ー ゲ ン の 抗原決定塞 が ト型
コラ ー ゲ ン と の 結合部位 に あ た るた め大部分 の V 型コ
ラ ー ゲ ンが 染め 出され な か っ た もの と思わ れ る ． V 型
213
コ ラ ー ゲ ン は 動脈硬 化巣の み なら ず ， 癖痕組織 鋤 や 胃
硬 癌2 3，の よ う な 問質の 増加す る部位で も増加す る こ と
が知 られ て い る の で
， 線継化 の 山 般 的な性質を反 映し
て い る も の と 考え られ る ．
V工型コ ラ ー ゲ ン は問質型 コ ラ ー ゲ ンと して広 く組織
に 分布 し ． 分子 内 に 非 ヘ リ ッ ク ス 部分の 占め る割合が
高 い コ ラ ー ゲ ン で ある5 醐 ． 生 体内で は マ イ ク ロ フ ィ
ブ リ ル ま た は 長周期性線稚 くfibr o u slo ng－Spa Cing
fib叫 様線継 を形成 し細胞や線維間の 接着に 働 い て い
るも の と推定 され て い る38 胸 ． 今 回 の 免疫組織学的検
索 で は
，
V工塑コ ラ し ゲ ン は線維性硬化巣で びま ん 性に
み と め ら れ
，
とく に
， び まん性線維性肥 厚 に お い て も
ほぼ 1型 と1廿型コ ラ ー ゲ ン と 同様 に 分布 して い た ． 更
に ， 複合型 病変の 硝子 化せ る線維性組織 に 最も 強く 陽
性で あ っ た ． VI型 コ ラ ー ゲ ン は動 脈硬化症の 進展と と
も に 増加 す る と い う生化学的デ ー タも8Iも 示 さ れ て い
る の で ， お そ らく線推間の 結合 に 何ら か の 形 で 参画し
て い る も の と思 わ れ る ．
次に 培養動脈平滑筋細胞の 増殖と コ ラ ー ゲ ン合成 に
お よ ぼ す成長因子 の 影響に つ い て 考察する ．
今回検討 に 用 い た成長因子 の 中で は ， P D G Fが安定
した増殖刺激作用 を示 した ． 血 小 板由来 P D G F は分
子量3000の 塩基性糖蛋白で あ り ， レ セ プ タ ー の テ ロ
ジン 残基 をリ ン 酸化 して 細胞増殖を促進さ せ るも の で
あ る
刷
． この PD G Fで 培養細胞 を刺激する と
， 細胞
数 と ， 細胞 1個 当た りの 総 コ ラ ー ゲ ン合成量 と は前者
が増加す る と後者 は減少 した ． こ の こ と は P D G Fに
よ っ て 増殖促進さ れ た動脈平滑筋細胞 は F B S単独刺
激 に よ る対 照群 に 比 べ て コ ラ ー ゲ ン 合成活性 を減少さ
せ た こ と を意味 する ． こ の こ と は P D G Fは 線維芽細
胞 の コ ラ ー ゲ ン 合 成 を増加 さ せ る と しユ う 従 来 の 報
告19141，に 矛盾す るよ う に み える ． しか し ． これ は主 に 実
験 条件 の 差異 に 基 ず く よ う に 思 わ れ る ． Sta v e n o w
ら
191 は粗血 小 板上 浦と 完全に 静止期 に 誘導し た細胞 を
用 い
，
Ow e工1ら411は 無血 清培地を用 い て い る ． こ れ に
対 し
，
本実験 で は精製 P D G Fを短期間投与 し
，
F B S
添加の 上 増殖期の 細胞 を用し1て ， 細胞増殖能 を保持
して い る細胞 に お け る コ ラ ー ゲ ン合成 に つ い て 検討 し
た の で ある ■ P D GF は細胞周囲期 を G。 か ら Gl へ 移 行
す る の を促進す る コ ン ビ ー テ ン ス因子 で ， 細胞 分裂 を
速 め る よ う に 誘 導 す る と考 え ら れ て い る 42コ． ま た ，
P D G F はフ ォ ス フ ォ リ パ ー ゼ C を活性化 し て プ ロ ス
タ グ ラ ン ジ ン の 産生促進 をす る な ど
，
多彩な生 物学的
作用 を保有 し て い る1別． 従 っ て ， 今回 の 条件下 で は ，
血 清 に 加え て P D G Fで 増殖を 刺激さ れ た培養平 滑筋
細胞 は分裂増殖 を促進 して 多く の 細胞が Go か ら Gl期
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へ 更 に M 期 く分裂期りこ移行 し ， そ の 結果， M 期の 細胞
が 相対的 に 増加 して しま い ， み か け上細 胞あ た りの コ
ラ ー ゲ ン合成酒性が低下 し た の か も 知 れ な い ． 一 般
に ， タ ン パ ク 質の メ ッ セ ン ジ ャ ー R N A壷 は分 裂間期
に 増加す る 嘲 の で 増殖 に 伴う 総 コ ラ ー ゲ ン 合成能 の 低
下 は む し ろ蛋白合成に 関与 し て い る細胞 が相対的 に 減
少 し て い る こ とが 主な 要因と考 え られ る ．
一 方 ， Peterkofsky は
瑚 樹立 され た線維芽細胞 で は
対数増殖期 で コ ラ ー ゲ ン 合成が 高い と 報告 して い る ■
線推芽細胞 と平滑筋細胞 とで は細胞 回転 も異 な り必 ず
し も断定は で き な い が ， 今回 の 成績 を み る と ， 細胞 1
個当た りの 全蛋白合成 に 対す る コ ラ ー ゲ ン性 蛋白合成
酒性 の 比 は P D G F投与群 で対 照群 に 比 べ て 1．4％か ら
12％高 か っ た ． こ の こ と は 蛋白合成に 参画 して い る細
胞は コ ラ ー ゲ ン性蛋白を P D G F刺激の も と で 増加 し
て い る と解釈さ れ る ． P D G F刺激 で は 同時 に V 型コ
ラ ー ゲ ン 合成が 相対的 に 上 昇 し て い る こ とが 注目 され
る ． P D G F が V型 コ ラ ー ゲ ン 合成 を刺激す る こ と は線
維芽細胞 に お い て既 に 報 告均 さ れ て い る ． また ， V 型
コ ラ ー ゲ ン の増加 は同時 に m 型 コ ラ ー ゲ ン の 相 対的減
少を伴 う と い われ てい る
瑚
． 本実験 に お け る 培養 2 日
目か ら 3 日目に 産生 され た 型別 コ ラ ー ゲ ン の 変化の う
ち， m 型 コ ラ ー ゲ ン の 相対的低下 を伴 っ て い る の で ，
V 型コ ラ ー ゲ ン の 増加 と工II型 コ ラ ー ゲ ン の減少 は細胞
増殖活性の 高い P D G F刺激下 で は線維芽細胞 と同様 ，
平滑筋細胞 に お い て も あ て は ま る も の と 思わ れ る ． 1工1
型 コ ラ ー ゲ ン は 一 般 に線 緑芽細胞 咄 に お い て も ， 平滑
筋細胞 瑚 に お い て も培養細胞密度 の 増加 と共 に工り工
型コ ラ ー ゲ ン 比 が 増す とい わ れ て い る ． 今 回 ， P D G F
刺激 に よ り細胞が増殖 し ， よ り高密度 と な っ た と思 わ
れ る 群で工王 型 コ ラ ー ゲ ン が む しろ減少 して い た ． お そ
らく ， 細胞 密度 は細胞 の 形態 ， サ イ ズ に よ っ て も か な
り影響 をう けて い る の で ， 密 度は大 き く 変わ ら ずむ し
ろ P D G F の作用 が加味 して m 型 コ ラ ー ゲ ン の 相対的
減少 に つ なが っ たも の と考 え られ る ■
工し1 刺激で は対数増殖期 に お い て も サ ブ コ ン フ ル
ェ ン ト期に お い て も対照群 と比 較 して細胞数 は有意に
増加 した くpく0．05l． Lib by ら は 工L－1 の細胞増殖作 用
に 関 して 平 滑筋細胞 と線維芽細胞 と で は 若干の差異が
あり 嘲 ， と く に 工し1 の 投与条件 に よ っ て は増殖抑制 に
も 促進 に も働 く こ と を 示 し て い る
瑚
． 今 回 著 者 が 行
な っ た F BS存在下の 実験で は1 し1 は平滑筋細胞 に 対
して 軽度の 細胞増殖作用 を示 す と い う 結果で あ っ た ．
コ ラ ー ゲ ン 合成活性 に つ い て は ， 対数増殖期 に お い て
は総 コ ラ ー ゲ ン合成量 は減少 し， サ ブ コ ン フ ル エ ン ト
期 で はむ し ろ増加 した ． 工し1 はコ ラ ー ゲ ン代 謝 に 対 し
井
て は 間接的に 働 くサ イ トカイ ン なの か も知れ な い ． 線
推芽細胞 に お い て は コ ラ ー ゲ ン合成 を抑制 する と いう
報告 師 と コ ラ ー ゲ ン 合成 に 促進的に 作用 す る と い う報
告5 瀾 と が あ る ． 従 っ て ， 今回 の 成績 の ばら つ きも この
よ う な理 由 に よ るも の と思 わ れ る ． 対数増殖期の 型別
コ ラ ー ゲ ン 合成能の う ち ， V 塾コ ラ ー ゲ ン が 相対的に
増加 し て い た ． こ の 時期で は と く に 有意の 細胞増殖促
進が み ら れ た の で ． P D G Fの 場合 と 同様 ， 細胞増殖冗
進 の 細胞 に 共通 す る 現 象と 考え ら れ る ．
今 回 の 培養実験 の う ち ． T G F月 の み が 細 胞増殖を
抑制 す る と 同時に コ ラ ー ゲ ン合 成活性完進 を引き起こ
した ． と く に 対数増殖期 に お い て は こ の 傾向 は著し
く ， T G F月 の 作用 は きわ めて 注目さ れ る －
T G F月は 分子 量25000耐熱性の 塩基 性蛋白
翰 で あり，
平滑筋細胞 の血 清 に よ る細胞増殖 を抑制 す る こ とが知
ら れ て い る
5 咽
． T G F卵ま チ ロ ジ ン キ ナ ー ． ゼ レ セ プ
タ ー を 介 して細胞 を増殖促進 さ せ る P D G F， F G Fや
イ ン シ ュ リ ン な どの 作用 を抑制 し ， 細胞 増殖 を調節し
てtlる 国子 と考 え られ て い る21I． コ ラ ー ゲ ン 代謝に関
して は少な くと も 産性さ れ た 細胞外 マ ト リ ッ ク ス成分
の 分解 を抑 え ， コ ラ ー ゲ ン を沈着す る よう に 導く こと
や ， 工型 ， II王型， V 塾 コ ラ ー ゲ ン の メ ッ セ ン ジ ャ ー
R N Aレ ベ ル を上 昇 さ せう る と い わ れ て い る21I． 今回
の 短 期間の TGF月投与 に よ る平滑筋細胞 の 反応は，
こ の よ う な TGF月 の 多彩 な細胞活動調節機能か ら考
え る と十分理解で き るも の で あ ろう ． ま ず ， 細胞が減
少す る と コ ラ ー ゲ ン 合成 が 促進 さ れ る 傾向は ， T G F
周作用 で Gl 及 び G2期の 細胞 ， す なわ ち分裂間期の
細胞が増 え5引， こ の 結 果蛋白合成能 を 上昇 さ せ た こと
と密接 に 関係 が あ ろ う ． こ の 期間 に は コ ラ
ー ゲ ン合成
比 に つ い て み る と対照 群 と変 わ ら な い こ と ， ま た， サ
ブ コ ン フ ル エ ン ト期 で み て も総 コ ラ ー ゲ ン合成量も細
胞増殖 も ， コ ラ ー ゲ ン 合成比 も 対照群と の 間 に 差異を
み な か っ た か ら で あ る ． 型 別 コ ラ ー ゲ ン の 相対比 にっ
い て は ， 対数増殖期 で1工1型 と工V型 コ ラ ー ゲ ンが 増加し
て い た ． 対数増殖期 に お い て も サ ブ コ ン フ ル エ ン ト期
に お い て も みと め られ たIV型 コ ラ ー ゲ ン の 相対的増加
は極 め て興味深 い ． T G F鋸 ま平滑筋細胞 の 増殖を間
接的 に 抑制 す る の み で は なく 細胞自体 を腫大さ せ
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，
表現 型 を変 え る作 用田－を 示 す こ と が知 ら れ て い る ． ま
た ， 平 滑筋細胞 の 表現型 を合成塾 か ら収縮型 に変換す
る と ， 工V型 コ ラ ー ゲ ン が 増加 す る
5 脚
． 従 っ て ， こ の
T G叩 刺激時のIV塾 コ ラ ー ゲ ン 合成活性 の 上 昇は平
滑筋細胞の トラ ン ス フ ォ ー ム と 密接 に 関連 してい るよ
う に 思わ れ る ．
対数増殖期 に お け るm 型コ ラ ー ゲ ン の 相対的増加と
動脈平滑筋細胞の 増殖と コ ラ ー ゲ ン 産性
工型 コ ラ ー ゲ ン の 相 対的減少 に つ い て は ， T G F声 の
直接的効果 に よ る も の か ， 細胞密度に 関係す る の か ．
また は細胞の 表現型 と 関連 し て い る の か に つ い て は分
か らな い ． 平 滑筋細胞 は線推芽細胞 と異な り ， 培 養条
件に よ っ て は工 塾と 川型 コ ラ ー ゲ ン を同量ず つ 産生 す
る能力を も っ て い る
珊 1
■ お そ ら く
， 増 殖が 血 清刺激以
下に 抑え込 まれ た 平滑筋細胞 は工 型 コ ラ ー ゲ ン と 同程
度まで王II型 コ ラ ー ゲ ン の メ ッ セ ン ジ ャ ー R N Aレ ベ ル
を上昇させ る こ と が あ る もの と 考 え られ る ．
結 論
ヒ ト大動脈内膜肥厚性病変 に お け る 型 別 コ ラ ー ゲ ン
り ， 工軋 工V， V ， VI型J の 分布， な ら び に 培養平滑筋
細胞の コ ラ ー ゲ ン合成能 に つ い て検討 し， 次の 結果 を
得た ．
1 ． 初期病変の び ま ん性線維性肥厚 と脂肪斑 で は ，
工塾， 工王I型 ， 王V 型， V工型 コ ラ ー ゲ ン は い ずれ も び ま ん
性に 分布 して い た ． こ の う ち工V型 コ ラ ー ゲ ン は 内膜平
滑筋細胞 に 沿っ て陽性 で あ っ た ． V型 コ ラ ー ゲ ン は 内
膜平滑筋細胞内に み と め られ る こ と が あ っ た ．
2 ． 粥腰形成 を伴わ な い 線維性硬化巣で は ， び ま ん
性線維性肥厚と同様 の 分布 を示 した が ， 複合型病変や
粥腰形成 を伴う線推性 キ ャ ッ プで は ， I型 ， III塾 ， IV
軋 V工型 コ ラ ー ゲ ン 分布が 不均等で ， V型 コ ラ ー ゲ ン
が不規則 に線推束間や 内膜平滑筋細胞周囲に み と め ら
れた ．
3 ． P D G Fは培養動脈平滑筋細胞 に 対 して明 ら か に
細胞増殖効果を示 した ． 増殖 に伴 な い 細胞当た り の コ
ラ ー ゲ ン 合成能 は F B S刺激の み の 対照 に 比 べ 低下 し
たが ， 全蛋 白合成活性 に 対す る コ ラ ー ゲ ン性蛋 白 の 合
成比 は微増 した ． 型別 コ ラ ー ゲ ン で は V型 コ ラ ー ゲ ン
の相対的増加 と川 型 コ ラ ー ゲ ン の 相対的減少傾向が み
とめられ た ．
4 ． 工し1 は平滑筋細胞 に 対 して 軽度 の 細胞増殖作用
を示した が コ ラ ー ゲ ン 合成能に つ い て は ， 鵬 定 の 傾向
を認めな か っ た ．
5 ． T G F月 は対数増殖期 の 培養平滑筋細胞の 増殖
を抑制 した ． 同時に 細 胞当た り の コ ラ ー ゲ ン 合成能及
び全蛋 白合成能 は上 昇 し ， コ ラ ー ゲ ン 性蛋 白合成比 は
変わらな か っ た ． 1工工型 ， 工V型 コ ラ ー ゲ ン は相対的 に 増
加した ． サ ブ コ ン フ ル エ ン ト期 の 平滑 筋細胞 は TGF
月 の影響をう ける こ と は 少な か っ たが工Y型 コ ラ ー ゲ ン
の微増 をみ る こ と が で き た ．
以上 の結果 は動脈平滑筋細胞 が成長因子 の 影響 をう
けて単 に増殖す る の で は な く ， その 増殖時期 と密接 に
関連して 各塾 コ ラ ー ゲ ン を産生 ， 沈着 し て 内膜肥厚性
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病変を 形成 す るよ う に なる こ と を示 唆 し て い る ．
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A bstra ct
T he distributio n of co11agen type sI， 軋 N， V and VI in intim al lesio n s of the a o rta
during de velop ment of arterio scletosis w a s exa mined im m unohistoch
emica11y， and synthetic
activities of collagen o u spro tein in c ultu r ed a rte rialsm o oth m u s cle c ells of rabb
its in their
r e spo n se to pD G F， I L
－1 a nd T G FP w e r e a n alys ed ． In fatty str e ak a nd diffu s eintim al
thicke ning， C Ollage n ty pesI， EI， N and
－
VI w e r ediffusely de m o n str ated， With pe ric e11ular
localization of type N c o11age n and intr a cytoplas mic po sitivity of ty pe V collage
n in
sm ooth m us cle cells． In contra s t， the advan c ed lesion s s u ch a sfibrou s c ap a nd fib
r o us
com po ne nt we r e chara c te riz ed by u n e v e ndistribution of ty peI， H，
N and VIc ollage n s，
with e xt，aC ell。1a， ap pea，a n Ce Of ty pe V collagen ． P D G Fく0．5Uノ ml， 5 Uノm11 and
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IL－1く0－1 Uノml， 1Uノml sup ple m e nted at2nd day く1oga rithimic prolife r ative phaseI and at
4th day くs ubco nflu e nt phasel pro m o ted se rum －indu c ed pr olife ra tion of cultured sm 。。th
muscle ce11s， Where as T G FB りOpM， 100pMlinhibited the c e11gr o wth ． Synthetic a ctivity of
collage n o us pro tein w a sdeter min ed with
3
H －PrOlin e uptake， and subs equ e nt an alysis of
c o11agen ty pesby S D S
－ P A G Esho w ed approxim ately 9 0％ of c ollage n synthe siz ed t o be
type 皿 plus ty pelcollage n－ In P D G F， C O11age nous pr oteinノc ell de c reas ed， tyPe V collagen
relativ ely in c r e a s ed， a nd the rate of c ollage nItotal pr otein synthesis w a s slightly ele ，ated．
Stim ulation by TGFP atthe logarithmic prolifera tive phase res ulted in marked inc re a s ein
Synthesis of co11agen ou s pr otein with a r elativ e high proportion of type N collage n．
Ho w e v e r， the r ate of collage nou s pr otein synthe sis r e m ain ed incha nged a nd little efEe ct
effect of T G FP on c e11s at subc onflu ent phase w a s rec ognized ． Thes e resultss uggest tha t
arte rial sm o oth m uscle c e11s pr odu c e c ollage n typesI a nd IE， a S W ella s type N a nd 明
C Ollage n sJin clos e correlatio n with c ellprolife r atio n， fin ally e v oIving in fi br o u sthickening
ofthe aortic intim a．
